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摘 要:猪传染性胃肠炎病毒纤突蛋白是诱导猪产生特异性中和抗体的主要结构蛋白,包括 A,B,C,D
4个抗原决定位。为进一步生产 TGEV植物转基因疫苗提供可操作性强、具免疫活性的外源基因,以猪传染性胃
肠炎华毒弱株(TGEVH)的 S基因为基础,扩增并连接 4个抗原决定位相应的碱基序列,构建 pPROEX-HTa原核
表达载体,转化大肠杆菌诱导表达。结果表明,修饰后的 S蛋白的表达量为 19.8%,仍能和相应的血清发生抗原
抗体反应。
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猪传染性胃肠炎(SwineTransmissibleGastroen-
teritis,TGE) 是一种以严重服泻、呕吐和脱水为
临床特征的高度传染性肠道疾病,各年龄段的猪
均可发病,尤其对仔猪的危害特别大,1周龄仔猪
感染后的死亡率可达100%[1,2]。
猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)是一种有囊膜的
正链单股 RNA冠状病毒,其基因组包括 4个基
因,即纤突蛋白基因(S基因)、膜蛋白基因(M基
因)、核衣壳蛋白基因(N基因)和小膜蛋白基因
(sM基因)。其中,S基因长约 4.3kb,所编码的 S
蛋白包括膜定位簇、α-螺旋区和抗原决定位区 3
个功能区。抗原决定位区包括 A、B、C、D四个
抗原决定位(可分为 11个抗原决定亚位点),由 S
基因 5′端约 2.26kb的碱基编码。S蛋白具有受体
结合位点,并决定病毒的嗜性,是唯一能诱导猪
产生中和抗体进行免疫保护的结构蛋白[3~5]。
1992年 Mason等首先提出利用转基因植物生
产可食疫苗以来,已有研究表明,多种抗原在植物
中得到不同程度的表达并在血清中和试验中发生免
疫沉淀反应[6]。其中,TubolyT等[7]将 S蛋白的 D
抗原决定位对应的碱基序列与 β-淀粉酶基因构建
在一起转拟南芥,并在免疫反应中成功诱导了中
和抗体的产生。基于这个策略,我们以猪传染性胃
肠炎华毒弱株(TGEVH)S基因为基础,分别扩增
AD片段(含A,D抗原位点)和 BC片段(含 B、C
抗原位点),并将两个片段连接在一起构建原核表
达载体,转化DH-5α并诱导表达,将表达产物通
过 Westernblot,对一级结构改变后的 S蛋白的生
物学活性进行初步探讨。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 TGEVHS基因阳性质粒
由哈尔滨兽医研究所制备。
1.1.2 pPROEX-HTa载体和DH-5α菌
由哈尔滨兽医研究所刘胜旺博士后惠赠。
1.1.3 一抗(TGEV抗猪抗体)
由哈尔滨兽医研究所制备,酶标二抗(兔抗猪
IgG抗体)购自SIGMA公司。
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1.1.4 试剂
TaqDNA聚合酶、限制性内切酶、T4DNA连
接酶等购自 GIBCOBRL公司,pMD-18T和 JM83
细菌为宝泰克生物公司产品。
1.1.5 引物
BC片段上游引物(P1)5′-GAATTCATGAAAAA
ATTATTTGTGG-3′,下游引物(P2)5′-GAATTCGAA
GGACATATAGGGAACT-3′,扩增长度为 500bp。
AD片段上游引物(P3)5′-GAATTCGAGCTTTTCCAGT
TACGGT-3′,AD片段下游引物(P4)5′-AAGCTT
CAATTAGCACCAACAGGAC-3′,扩增长度为 728
bp。以上两对引物由宝泰克生物公司合成。
1.2 方法[8]
1.2.1 AD片段和BC片段的扩增
分别向两个0.5mL的EP管中各加入去离子水
34!L,模板DNA(1～10ng)1!L,Taq酶(2U·!L-1)
1!L,10×Bufer5!L,dNTP(2.5mmol)4!L。其
中一管加P1,P2(20!mol·L-1)各2.5!L,另一管加
P3,P4(20!mol·L-1)各2.5!L。AD片段和BC片段
扩增的反应参数均为:95℃5min,94℃1min,
55℃0.5min,72℃0.5min。共 30个循环,最后
72℃延伸5min。
1.2.2 AD片段和BC片段的连接
将PCR产物回收并分别克隆到pMD-18T载体
上,转化JM83感受态细菌,蓝白斑筛选,碱裂解
法提取质粒 DNA,分别用 EcoRI和 HindII切下
AD片段,EcoRI酶切处理BC片段,电泳回收。
1.2.3 双酶切与回收
将pPROEX-HTa载体用EcoRI和 HindII双酶
切处理并回收,与回收处理的AD片段做连接反应,
转化 DH-5α感受态细胞筛选、培养,提取质粒
DNA,EcoRI酶切处理并回收,与回收处理过的BC
片段连接、转化、筛选、培养,提取质粒DNA,通
过酶切鉴定、PCR方向鉴定,并进行序列测定。
1.2.4 诱导表达
挑取连接方向正确的菌落接种于LB培养基中,
37℃摇床培养,当OD600值大约为0.5时,将培养液
分成每10mL的3个试管中,一个为对照管,另两
管加入 IPTG并使其终浓度分别为 0.5mmol·L-1和
1.0mmol·L-1,继续培养,每隔 2h取一次菌液,
直到 OD600值不再增加时为止。将上述样品以
12000r·min-1离心 15min,去上清,加 2×SDS,
振荡,沸水浴 5min。聚丙烯酰胺凝胶电泳,考马
斯亮蓝染色。
1.2.5 Westernblot
将硝酸纤维素薄膜(NC)浸泡30min,置于聚丙
烯酰胺凝胶电泳的样品之上,铺3层滤纸,24V电
转移45min。取下NC置于5%的脱脂奶粉中,4℃,
封闭过夜。用 PBS洗 NC3次,于 37℃与一抗
(100×TGEV抗猪抗体)反应1h,洗涤3次,37℃
与辣根过氧化物酶标的二抗反应 1h,加入二氨基
邻苯胺和H2O2底物液2～3min,当目的蛋白带的显
色达到要求,取出NC漂洗,拍照,晾干。
2 结果与讨论
2.1 pPROEX-HTa(S′)的确切鉴定
AD片段和 BC片段的 PCR产物亚克隆至
pMD-18T载体,酶切得到粘末端产物,克隆到表
达载体pPROEX-HTa,经EcoRI和HindII双酶切
后琼脂糖凝胶电泳检测,有 728bp和500bp两条
带见图1。
2.2 pPROEX-HTa(S′)的PCR检测结果
连接到 pPROEX-HTa载体的 BC片段是从
pMD-18T载体单酶切的产物,存在反向连接的可
能,以BC片段上游引物P3和AD片段下游引物P2
对连接外源基因的表达载体pPROEX-HTa(S′)进行
PCR方向鉴定,方向连接正确的表达载体有约 1.2
kb的琼脂糖凝胶电泳带,见图2。
图1 重组子pPROEX-HTa(S′)的酶切鉴定
Fig.1 IdentificationoftherecombinantpPROEX-HTa
(S′)byrestrictionendoenzymeanalysis
泳道1:pPROEX-HTa(S′)经EcoRI和HindII双酶切结果;
泳道2:DNAMarkerDL2000。
Lane1:pPROEX-HTa(S′)digestedwithEcoRIandHindII;
Lane2:DNAMarkerDL2000.
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图3 外源基因经IPTG诱导表达的SDS-PAGE及Westernblot结果
Fig.3 SDS-PAGEoftheS′geneexpressionanditsWesternblot
泳道1~4:IPTG终浓度为1.0mmol·L-1经诱导后2,4,6,10h取样的电泳结果;泳道5:未经诱导的阴性对照;泳道6:蛋白质Marker;
泳道7~10:IPTG终浓度为0.5mmol·L-1经诱导后10,6,4,2h取样的电泳结果;泳道11:Westernblot结果。
Lane:1-4:theexpressionafter2,4,6and10hoursinductionbyIPTG(1.0mmol·L-1);Lane5:thecontroled;
Lane6:proteinmaker;Lane7-10:theexpressionafter10,6,4and2hoursinductionbyIPTG(0.5mmol·L-1);Lane11:Westernblot.
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序列分析结果表明,克隆到表达载体的基因片
段与原基因对应的序列一致。
2.3 IPTG诱导表达的 SPS-PAGE及 Western
blot结果
以终浓度分别为 0.5mmol·L-1和 1.0mmol·L-1
的IPTG对S基因诱导表达,剪接后的S蛋白分子量
约为60ku,扫描结果表明,外源蛋白的最大表达
量为19.8%结果见图3。
剪接后的S蛋白聚丙烯酰胺凝胶电泳样品与一
抗和二抗反应,在外源蛋白对应的NC薄膜处有明
显的阳性带,见图3。证明修饰后的基因表达产物
具有生物学活性。
3 讨 论
a.S基因作为猪传染性胃肠炎转基因可食疫苗
的首选目的基因,为了降低在植物转基因过程中
信号肽基因、启动子、增强子插入的难度,增加
植物转基因的可操作性,将 4.3kb的 S基因剪接
为含所有抗原位点、大小为 1.2kb的片段。在设
计引物P2时,将S基因500bp处CAATTC序列通
过 PCR定点突变修改为 GAATTC,修改后的密码
子CAA和GAA是兼并密码,不会导致S蛋白发生
有意义突变。同时,修改后的碱基序列又是EcoRI
酶切识别位点。在引物 P4的设计时,插入的
HindII酶切位点的第一个碱基 A正好与 AD片段
末端的碱基构成终止密码。在 S基因的修饰过程
中,充分考虑了修饰后的 S基因本身有起始和终
止密码,且没有移码突变和转译的提前终止。序
列分析结果证明我们修饰的序列与设想完全一致,
从而保证了目的蛋白的正确表达。
b.Westernblot结果表明,在目的蛋白处有明
显的转阳性带,说明修饰后的 S蛋白仍能够与
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图2 pPROEX-HTa(S′)的PCR检测结果
Fig.2 ThespecificPCRproductsoftherecombinant
pPROEX-HTa(S′)
泳道1~2:pPROEX-HTa(S′)的PCR方向鉴定结果;
泳道3:DNAMarkerDL2000;泳道4:AD片段的PCR检测结果;
泳道5:BC片段的PCR检测结果。
Lane1-2:thePCRamplificationproductsoftherightsequence;
Lane3:DNAMarkerDL2000;
Lane4:thespecificPCRproductoftheADfragment;
Lane5:thespecificPCRproductoftheBCfragment.
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Abstract:TransmissibleGastroenteritisVirus(TGEV)Spikeproteinisthemajorproteinwhichcanmake
pigsproduceneutralizingantibodies,includingfourantigenicsites.BasedonTGEVHspikegene,twofragments
includingalantigenicsitesarejointedandclonedtoplasmidpPROEX-HTa.HavingbeentransferedintoE.
coli.(DH-5α),itproduces19.8%spikeproteinwhenitinducedbyIPTG.Atthesametime,wefindthatthe
modifiedspikeproteiniscapableofreactiontocorespondingserousstil.Weintendtoobtainforeigngenewhich
iscausativeimmunizationandeasymanipulationwhenweproducetransgenicplantvaccineinfuture.
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TGEV抗猪抗体发生抗原抗体反应,并可能具有刺
激机体产生中和抗体的能力。然而,除了在目的
蛋白处有对应的阳性带外,还出现其它的阳性带,
这很可能与一抗中含有大肠杆菌阳性抗体有关。
证明变构后的 S蛋白的确具有刺激机体产生中和
抗体的能力,还需要做进一步的免疫试验。
c.本研究的目的在于为生产TGEV植物转基因
可食疫苗提供有免疫活性的外源基因,已有研究表
明[4],抗原浓度是通过消化道刺激机体产生中和抗
体的关键,所以,提高外源基因的表达水平是转基
因可食疫苗首要问题。另外,一级结构改变后的S
蛋白是否会导致它的高级结构中某些疏水基团外
露,从而导致植物细胞器对它的修饰和降解,是转
基因疫苗研究工作中需要探讨的一个问题。同时,
作为口服疫苗,猪消化道将会对可食疫苗产生怎样
的影响,以什么策略来解决这个问题,是可食疫苗
研究工作中需要解决的另一个问题[6,9]。
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